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過剰に蓄積すると、ER ストレスが生じ、細胞はやがて死に至る  (Lee, 
2019,Kaufman)。ERストレスは、神経細胞をはじめとする多様な細胞で生じ、代








































接的に測定した。GFPの限界発現量は総タンパク質量の約 5 % 程であり、持続
的な GFPの過剰発現は細胞死を引き起こした。また、ミトコンドリア局在化 GFP














2018; Kintaka, 2016)。 
 
酵母を用いた先行研究では、酵母の標的タンパク質の発現限界を体系的に推定
する遺伝子綱引き法 (gTOW法) が開発されている (Moriya, 2006; Moriya, 2011; 
Moriya, 2012)。この実験法で得られた限界発現量は、タンパク質の大量生産によ
り引き起こされる害のメカニズムを分類するのに有用であった (Moriya, 2015; 





















の細胞は、ダルベッコ改変イーグル培地 (DMEM; Welgene) に 10 % 牛胎児血清 
(GBS; Gibco)を加えて培養を行った。次に、トランスフェクションの前日、細胞
を 6 well カルチャープレートに翌日コンフルエントになるように播き、1 wellあ
たり 1.5 mLになるように培地を追加した。その後、CO2インキュベータで一晩
培養を行った。500 µL DMEM中でプラスミド DNAと PEI max (1mg / mL)を重量





た。CMV-pro, moxGFP, SV40 polyAシグナルは moxGFPプラスミドに含まれてい
た(plasmid #68070; Addgene, Watertown, MA, USA)。 
 
【フローサイトメトリー】 
トランスフェクション効率、GFP発現量は Cell Lab Quantaフローサイトメータ
ー（Beckman Coulter、Brea、CA、USA）を使用したフローサイトメトリーによ
り測定した。HEK293 細胞を 2300 g で 2 分間遠心分離し、500μL のリン酸緩衝
生理食塩水（PBS、14249-95）に再懸濁した。 サンプルごとに最大 20,000の細
胞が分析された。 GFP 蛍光は FL1 チャネルを使用して検出した。 【顕微鏡観
察】 
図 1の細胞画像では、培養細胞をオリンパスの 20 倍対物レンズ顕微鏡（オリン
パス、Japan）で直接観察した。 GFPフィルターキューブを使用して、蛍光画像
を観察した。 図 2および 3で使用されている細胞の画像は、DMI6000 B 顕微鏡
および Leica Application suite X（Leica Microsystems、Wetzlar、Germany）を使用
して取得した。 GFP および RFP フィルターキューブによって取得された各細





【DHFR-発現 HEKS93細胞株のMTX 処理】 
HEK293細胞に DHFRが組み込まれたプラスミドをトランスフェクトし、CO2イ
ンキュベーターで 24 時間培養した。 培地を除去し、細胞を 1 mL の PBS で洗
浄し、培地とMTX（139-13571）を wellに加えた。 細胞を再び CO2インキュベ




4x NuPAGE LDSサンプルバッファー（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA）を使用して、遠心分離された HEK293細胞から総タンパク質を抽出した。
総タンパク質を視覚化するために、抽出されたタンパク質をメーカーのマニュ
アルに従って Ezlabel FluoroNeo蛍光色素（ATTO Technology、Amherst、NY、USA）
で標識し、NuPAGE 4％-12％Bis-Tris Gel（Thermo Fisher Scientific）でタンパク質
を分離した。タンパク質は LAS-4000 イメージアナライザー（GE Healthcare、
Chicago、IL、USA）を使用して SYBR緑色蛍光検出モードで検出し、ImageQuant 
TLソフトウェア（GE Healthcare）を使用して強度を測定した。 
ウエスタンブロット法で GFPを検出するに、抗 GFP抗体（11814460001; Roche 
Holding AG、Switzerland）、ペルオキシダーゼ結合二次抗体（414151F; Nichirei 
Biosciences、Tokyo、Japan）、および化学発光試薬（34095; Thermo Fisher Scientific）
を用いた。 化学発光検出モードで LAS4000を使用して化学発光画像を取得し、
ImageQuant TLソフトウェア（GE Healthcare）を使用して強度を測定した。 
 
【統計解析】 
FlowJoソフトウェアバージョン 8.8.7（FlowJo, Ashland, OR, USA）を使用してデ










ない moxGFPを使用した (Constantini, 2015)。酵母細胞では、GFPは無害なタン
パク質であると考えられており、限界発現量は総タンパク質量の約 15 %であっ


















ェクションに用いる DNA量の増加に伴って上昇した (図 1-C)。5 µg 以上のプラ
スミド DNA を使用しても最も高い蛍光量は変化しなかった(図 1-D)。トランス
フェクション効率 (解析に用いた細胞 20000 個に対する GFP ポジティブ細胞の
割合)も使用するプラスミド DNA量の増加に伴って上昇した (図 1-E)。しかし、
6 µg 以上使用しても殆ど変化しなかった (1-D)。したがって、DNAが 5 µgを超
えると十分なプラスミド量が細胞へ導入され、GFP の限界発現量が得られたと
考えられる。細胞の GFP蛍光量はトランスフェクションから 18 h後に最高値に
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達し、その後蛍光料は維持された (図 1-F)。以上の結果から、本研究では 1)トラ
ンスフェクションに 6 µg のプラスミド DNA を用い、2)トランスフェクション






































































































































Empty vector (BF) 48 h GFP overexpression (BF) 48 h GFP overexpression (GFP) 48 hG H I
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図 1 哺乳類細胞におけるトランスフェクション条件の最適化 
 
図 1-A 実験系の概要 









構築を行うために、URA3 と 2µORI が組み込まれている。大腸菌 E.coli でプラ
スミドを選択および増殖させるために、AmpRと pBR322ORIも組み込んでいる。
これらの要素は、培養細胞では特に機能を持たない。標的遺伝子 (ここでは GFP) 
は CMVプロモーターで発現される。 
 
図１-C, D トランスフェクション細胞の GFP発現量と DNA量の関係 




図１-E トランスフェクション効率とプラスミド DNA量の関係 
トランスフェクション効率を図 1-C, Dに示したヒストグラムから、解析に用い
た 20,000 細胞にたいする GFP ポジティブ細胞数の比率で算出した。平均値と
SD (エラーバー) を示した。 
 
図 1-F トランスフェクション細胞の GFP発現量の経時変化 






図 1-G, H, I 空ベクターおよびGFP発現プラスミドでトランスフェクションし
た細胞の顕微鏡写真 
空ベクターでトランスフェクションした細胞株の顕微鏡写真(ｐTOW-CMV-pro, 
G)と GFP 発現プラスミドでトランスフェクションした細胞株の観察写真 
(pTOW-CMV-pro-GFP, Hと I)を示す。BFと GFPは明視野と GFP蛍光を示してい
る。細胞は 20 倍の対物レンズで観察している。  
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リア標的シグナルを N 末端に付加してミトコンドリア局在化 GFP (MTS-GFP) 、
ER局在化シグナルを N 末端に、ER 保留シグナルを C 末端に付加して ER局在




高かった (図 2-B, C, D) 
蛍光標識した全タンパク質を SDS-PAGE で分離した際、発現した GFP は可視
バンドとして検出された (図 2-E、赤矢印)。バンドの蛍光強度から、GFP発現量
を算出したところ、総タンパク質量の約 4.95 %であった。GFP 抗体でウェスタ
ンブロットを行ったところ、GFP および MTS-GFP、ER-GFP のバンドが検出さ
れた。バンドの蛍光強度から、MTS-GFPと ER-GFPの発現量はそれぞれ GFPの
発現量の 32 %、7.6 % であった。したがって、それぞれの発現量は、全タンパ
ク質の 1.58 %と 0.38 % であると推定できる (図 2-F, G)。ウェスタンブロットで


















図 2 局在化シグナルの付加が GFP限界発現量を減少させる。 
 
図 2-A 実験に用いた遺伝子 
ヒト由ミトコンドリアタンパク質 Cox8 の MTS、Trypanosoma brucei EP protein 
由来 SS配列、ER 保留シグナル KDEL配列を GFPに付加した。 
 
図 2-B, C GFPと各局在化 GFPの GFP発現量の比較 
トランスフェクションした細胞の GFP発現量をフローサイトメトリーで解析し
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図 2-D 各細胞株の GFP発現量の比較 







図 2-F, G ウェスタンブロットによる GFP発現量の確認 
GFP抗体を用いたウェスタンブロットで検出した各細胞株の GFPバンドを示し
た。MTS-GFP前駆体のサイズに対応するバンドが確認された。これを Pre-MTS-






ウイルス由来の P2A 配列は翻訳時にタンパク質の開裂を引き起こす (Kim, 
2011; Liu, 2017)。開裂したタンパク質は同じリボソームで翻訳をしているため、




の限界発現量を P2A-GFPを用いて測定した (図 3-A)。トランスフェクションし
た細胞を蛍光顕微鏡で観察したところ、GFP蛍光と RFP蛍光には高い相関があ
ることが明らかとなった (図 3-B, C)。ウェスタンブロットを行った結果、非開
裂タンパク質のバンドが確認できなかったため、この高い相関は非開裂タンパ
ク質によるものではないことが確認できた (図 3-D, E)。これらの結果から、P2A-
GFPの N 末端に付加した標的タンパク質の限界発現量を、GFP蛍光量で測定で
きることが確認できた。非開裂 P2A 変異体 (P2A*)を用いた場合、 僅かではあ




(SEAP) とヒト型アルブミン (HSA) の限界発現量を測定した (図 4-A, B, C)。
SEAP プラスミドおよび HSA プラスミドでトランスフェクションした細胞株の
GFP蛍光は、RFPプラスミドでトランスフェクションした細胞株の GFP蛍光の




という報告と一致している (Kim, 2011)。そのため、C 末端の GFPは、オルガネ
ラへ局在化する N 末端の標的タンパク質がどれだけ生産されたかの指標となる。
これらの結果は、SEAP および HAS の限界発現量が RFP と比較して低いこと、
HSAの限界発現量は SEAPのたった 10 %ほどであることを示唆している。 
SEAPの発現限界が輸送によって制限されているのかを調べるために、SEAPの
局在化シグナルを欠損させた SEAPΔSS を P2A-GFP へ付加し、限界発現量を測
定した (図 4-A)。SEAPΔSS プラスミドでトランスフェクションした細胞株の
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GFP蛍光は、SEAPプラスミドでトランスフェクションした細胞株と比較して有





図 3 N 末端の標的タンパク質の原価発現量を測定するための P2A-GFPの利用 
 
図 3-A P2A配列を用いた実験系の概要 
P2A 配列を用いて等量発現が可能となる。そのため、N 末端の標的タンパク質 
(ここでは RFP) の発現量を P２A配列の C 末端につけた GFPの発現量で間接的
に測定が可能である。 
 
図 3-B トランスフェクションした HEK２９３細胞株の蛍光顕微鏡観察 
RFPと GFPの蛍光イメージを蛍光顕微鏡で撮影した。 
 
図 3-C RFP蛍光強度と GFP蛍光強度の比較 

















































































Peptide cleavage during translation














図 3-D P2A変異体の模式図 
開裂せずに融合タンパク質が生産される P２A 配列変異体 (RFP-P2A*-GFP) を
作成した。 
 
図 3-E ウェスタンブロットによる開裂の確認 
GFP、RFP-P2A-GFP, RFP-P2A*-GFP発現細胞株から抽出した GFPを、ウェスタ
ンブロットで検出した。GFPと非開裂 RFP-P2A-GFPの分子量を矢印で示し、そ
れぞれ Cleavedと Noncleavedと表記した。  
 











図 4-B SEAPおよび HSA発現細胞株のヒストグラムの比較 
SEAP および HSA プラスミドでトランスフェクションした細胞のタンパク質発
現量をフローサイトメトリーで解析して得られたヒストグラムを比較した。 
 














































































































Localization of GFP p = 0.001
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を P2A-GFPを用いて測定した (図 5-A)。Sec24、Sec31、Rab1、Rab５発現プラス
ミドでトランスフェクションした細胞株の GFP蛍光は、RFPまたは SEAPプラ
スミドでトランスフェクションした細胞株の GFP蛍光の 1/10 以下であった (図
5-B, C)。さらに、Sec24、Sec31発現プラスミドでトランスフェクションした際、
GFP ポジティブ細胞の生存数は、RFP 発現プラスミドでトランスフェクション














現量の平均はより実際の限界発現量に近づく (図 6-A 右)。予備実験の結果では、
HEK293細胞株は 200 µM MTXでの処理によって、24 h後ほとんどの細胞の増
殖が阻害されていた (No data)。そのため、次の実験でも 200 µM MTXを使用し
た。 
図 6-C, D, Eに示すように、DHFR-GFPプラスミドでトランスフェクションした









図 5 小胞輸送関連タンパク質の限界発現量の測定 
 
図 5-A 実験に用いた標的遺伝子 
本実験で使用した標的遺伝子を示す。 
 








図 5-D 各細胞株の GFP ポジティブ細胞の比較 
Sec24、Sec31、Rab1、Rab5でそれぞれトランスフェクションした細胞集団に含




































































































































図 6 DHFR-MTX拮抗作用を利用した高コピー数プラスミドを持つ細胞の濃縮 
 
図６-A,B DHFR-MTX拮抗作用を利用した実験系の概要 





図 6-C, D MTX 処理によるフローサイトメトリー解析の改善結果 
図 6-C には、GFP-DHFR をトランスフェクトした細胞のヒストグラムの比較図
を示した。 黒い線のグラフと塗りつぶされた緑のグラフは、それぞれ MTX 未
処理および 200 µM MTXで処理された細胞集団を示している。図 6-Dは GFP蛍
光強度の平均値を示した。 
 
図 6-E MTX 処理によるウェスタンブロットによる解析結果 













































































































HeLa細胞に対しては、プラスミド DNA 8 µg、PEI max 24 µgを用いることとし
た。次に、GFP、MTS-GFP、ER-GFP発現プラスミドでトランスフェクションし
た細胞集団の GFP 蛍光量をフローサイトメトリーで解析した(図 7-A, B, C)。






図 7 HeLa細胞において局在化は GFPの発現限界を減少させる 
 
図 7-A 本実験で用いた標的遺伝子 
本実験に用いたタンパク質の標的遺伝子を示す。 
 
図 7-B, C トランスフェクションされた細胞株のヒストグラムの比較図 
フローサイトメトリーで得られた GFP 発現細胞株と MTS 発現細胞株のヒスト
グラムの比較図 (B) とGFP発現細胞株と ER-GFP発現細胞株のヒストグラムの
比較図を示す。 
 






























































 本研究の興味深い発見は、HEK293 細胞株における GFP の限界発現量である。
本研究では、GFPの発現限界は総タンパク質量の約 5 %と推定した。これは、酵





負荷を与える。微生物では、この状態を protein burden / costと呼ばれており、細












定するという考えを支持した。加えて、HEK293 細胞を宿主とした GFP 発現細
胞株および各局在化 GFP 発現細胞株の GFP 発現量を Western blotting で解析を
行ったところ、MTS-GFP 発現細胞株から抽出したサンプルでは MTS-GFP 前駆
体が確認できた 。ミトコンドリア局在タンパク質が大量生産された際、ミトコ
ンドリアへ入りきれなかった前駆体が細胞毒性を示すことが報告されている
(Ref)。酵母を用いた実験でも MTS-GFP 株から抽出したサンプルを Western 
blottingで解析したところ、同様に MTS−GFP前駆体が確認されており、これが
GFP の限界発現量を減少させた要因であると考えられた (Kintaka, 2016)。これ
らの結果から、HEK293 細胞におけるミトコンドリア局在化による GFP の限界
発現量の減少は、同様に MTS−GFP 前駆体の毒性によるものであると考えられ
る。 







に、SEAP と分泌シグナルを欠損させた SEAPΔSS の限界発現量を P2A-GFP の
蛍光量で間接的に測定し、比較した。その結果、SEAPと比較して SEAPΔSSの
限界発現量は約 40 % 改善された。このことから、タンパク質の局在化が限界発
現量を下げる一つの要因である確証が得られた。また、SEAPΔSSの限界発現量










の輸送関連タンパク質 Sec24、Sec31、Atr1、Atr5 のヒトホモログタンパク質 
(Sec24、Sec31、Rab1、Rab5)を標的とし、P2A-GFPの蛍光量で間接的に限界発現
量を測定した。その結果、いずれのタンパク質の限界発現量も、RFPの限界発現



















例えば、GFPと degronを付加した GFP (GFPdeg)の限界発現量を測定した場合、





と考えた。実際に、トランスフェクションから 24 h 後の GFP発現株およびMTS-
GFP 発現細胞株、ER−GFP 発現細胞株からゲノム DNA およびプラスミド DNA
を回収し、リアルタイム PCR で各細胞株のゲノム DNA に対するプラスミドコ
ピー数を測定しようと試みた。結果は、サンプルごとにプラスミドコピー数のば
らつき激しく、正確な測定には至らなかった (No data)。原因として 1)哺乳類細
胞のゲノムが複雑であること、2)目的タンパク質の発現量大きく異なる細胞から
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